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論 文 内 容 要 旨
【目 的 】
卵 巣癌 はその発生 ・進 展に ステロイ ドホルモ ンが関 わ って い ることが知 られて い るが,そ の有
意性 に関 して議論 の余地 が残 ってい る。 エ ス トロゲ ンの受容体 で あ るエ ス トロゲ ン レセ プター
(ER)の 卵巣 癌患者 における陽性率 は,40-60%と 高 いに も関 わ らず,抗 エス トロゲ ン療法 の奏
功率 は7-18%と 低 い。ERに はサブタイプと してERα とERβ が存在 して お り,一 般 的には前
者 は癌 増殖 的,後 者 は癌 抑制 的 に作用 して い る と言 わ れ て い る。ERβ には2つ のPromoter
(OK,ON)お よび5つ のmRNAisoformが あ る ことが 知 られ てい る。 乳癌,前 立 腺癌 におい
て はpromoterON領 域の メチル化がERβ の発現 と密 接 に関連 して いる ことが報告 されている。
しか しなが ら,卵 巣癌 におけ るERβpromoterお よびisoformの 発現 につ いて詳細 な検討 はこ
れ まで に ほ とん ど報 告 がな されて いない。 よ って我 々は上 皮性 卵 巣癌 におけ るERβisoform
お よびexonOK,ONの 発現 とPromoter領 域 の メチル化 について検 討 した。
【方 法 】
卵 巣癌細胞 株15株,正 常卵 巣表層上皮細胞(OSE)8株 お よび卵巣 癌組織57例,正 常卵巣組
織6例 を対象 と して用 いた。Rea1-time定 量RT-PCRを 用 いてエ クソ ンOK・ON,ERβ1,β2
(βcx),β3,β4,β5のmRNA発 現 レベルを検討 し,組 織型 等の臨 床病理 学 的因子 との関連
につ いて検討 した。 またPromoterOK,ON領 域 の メチル化解析 はBisulfitesequence法 を用
いて検討 した。
【結 果 】
OSEに おいてエ ク ソンON,ERβ1お よびERβ2が 優 勢 に発現 して お り,エ クソ ンOKお よ
びERβ3は ほ とん ど検 出されなか った。 一方,卵 巣 癌細 胞株 で はOSEに 比 較 して,エ クソ ン
ON,ERβ1お よびERβ2の 発現 は有意 に低下 してい た(p<0.001)。 対照 的 に,ERβ5の 発現
はOSEに 比 較 して有意 に発現 レベ ルの増加が 認 め られ た(P〈0.01)。 メチル化 解析 に おいて は
癌 細胞株 でPromoterOKは 非 メチル化で あ ったが,PromoterONに おいて多 くの癌細胞株 で
高頻度 の メチル化(11/15細 胞株)が 確認 された。 さ らに脱 メチル化 剤(5-aza-dC)処 理 によ り
PromoterONに 高頻 度 メチル化 を有す る細胞 株(ES2お よびJHOC5)で エ ク ソンONの 発現
が回復す る ことが確認 され た。 またOSEで はPromoterOK・ONと もに非 メチル化で あった。
一 方 ,癌 組織 において は細胞株 同様 に多 くの検体 でPromoterON領 域 において高頻度 のメチ
ル化(18/32検 体)が 確認 され,エ クソンON,ERβ1お よびERβ2の 発現 の減少が確認 された。
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特 に組織型 別で は正常組織 に比べ漿液性腺癌が エ クソ ンONを 含 むERβisoformの 発現 が顕著
に低下 して いた。PromoterONの メチル化 は,明 細胞 性腺癌 お よび類 内膜腺癌 にお いて高頻 度
に メチル化 を有す る検 体 が多 く確認 され(そ れ ぞれ7/8検 体 お よび4/5検 体),漿 液性 腺癌 お よ
び粘 液性腺 癌で はメチル化 の頻度 は低か った(そ れぞ れ7/17検 体 お よび0/2検 体)。 癌 ・正 常組
織 にお いて もエ クソ ンOKお よびERβ3の 発現 はほ とん ど検 出 されず,PromoterOKも 両 者 と
も非 メチル化 であ った。
【考 察 】
以上 の よ うにエ クソンON,ERβ1,ERβ2の 発現 は癌 細胞株 ・癌組織 いず れにお いて もプロ
モ ーターON領 域 の メチル化頻度 と密接に関連 して いた。癌 にお いてはERβisoformの うち特
に β1,β2がexonONと 共 に有意 に抑制 され てお り,卵 巣癌 の発癌 ・進展 に関わ って い る可 能
性 が示 唆 された。 また,組 織型 に よ ってPromoterONの メチ ル化 頻度 やERβisoform発 現
パ ター ンが大 き く異 な った。 これ らの結果 はそれぞ れの組織型 の発生や特性 を説 明 しうる と考 え
られ た。
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審 査 結 果 の 要 旨
卵巣癌 はそ の発生 ・進展 に性 ステ ロイ ドホル モ ンが関わ ってい ることは良 く知 られてい るが,
その生物学 的意義 に関 しては未 だ完全 には解明 されてい ない。卵巣癌 患者組織 においてエス トロ
ゲ ンの受 容体 で あ るエ ス トロゲ ンレセプター(ER)は40-60%と 比較的高 い発現 頻度で認 め ら
れ るに も関わ らず,抗 エ ス トロゲ ン療法 の奏効率 は7-18%と 乳癌 と比較す ると極 めて低 い。ER
には亜 型 と してERα とERβ が存 在 し,乳 癌 患者 の内分泌 治療 においてERβ の発現 が予後 に
影 響 す る こ とが ご く最 近 報告 され た。ERβ に は2つ のPromoter(OK,ON)お よび5つ の
mRNAisoform(β1一 β5)が あ り,ヒ ト乳 癌,前 立 腺癌 にお いて はpromoterON領 域の メ
チル化がERβ の発現 と密 接 に関連 して いるこ とが判 明 してい る。 しか し卵巣癌 におけ るERβ
promoterお よびisoformの 発現 につ いて詳細 な検討 に関 して はほ とん ど報 告 がな い。 そ こで本
研 究 で は ヒ ト上皮 性 卵巣癌 にお けるERβisoformお よびexonOK,ONの 発現 とPromoter
領 域 の メチル 化 につ いて検討 した。卵 巣癌細胞 株15株,正 常卵巣 表層 上皮 細胞(OSE)8株 お
よび卵巣癌 組織57例,正 常卵巣組織6例 を対象 と し,Real-time定 量RT-PCRを 用 いてexonO
K・ON,ERβ1一 β5のmRNA発 現 レベルを各 々検 出 し,組 織型 等の個 々の症例 の臨床病理学
的因子 との関連 につ いて 検討 した。 更 にPromoterOK,ON領 域 の メチ ル化解 析 はBisulfite
sequence法 を用 いて検討 した。卵 巣癌 細胞株 において,exonON,ERβ1お よびERβ2の 発現
はOSEに 比較 して有意 に低下 して いた(p<O、Ol)。 これに対 してERβ5の 発現 は有意 に発現 レ
ベルの増 加が認 め られ た(p<O、Ol)。 メチル化解 析 にお いて はPromoterONに お いて多 くの癌
細胞 株 で高 頻 度 の メ チル化 が検 出 された。 さ らに脱 メチル化 剤(5-aza-dC)処 理 に よ りexon
ONの 発 現 が 回 復 す る こ とが 確 認 され た。 癌 組 織 に お い て は細 胞 株 同様 に多 くの検 体 で
PromoterON領 域 において高頻 度の メチル化 が確認 され,加 えてexonON,ERβ1お よびER
β2の 発現 の 減少 が確認 され た。特 に組織 型別 で は正常 組織 に比べ漿液 性腺癌 がexonONを 含
むERβisoformの 発 現 が顕 著 に低 下 してい た。 更 にPromoterONの メチル化 は,明 細胞性
腺癌 お よび類内膜腺 癌 において高頻度 に メチル化 を有 す る症例 が多 く確 認 され,漿 液性腺癌 およ
び粘液性 腺癌 で は メチル化の頻度 は低 か った。 癌細 胞株 ・癌組織双 方共 にexonON,ERβ1,
ERβ2の 発現 はpromoterON領 域 の メチル化頻度 と密接 に関連 していた。癌 にお いてはERβ
isoformの うち特 に β1,β2がexonONと 共 に有意 にその発現 が抑制 されて お り,卵 巣癌の発
癌 ・進展 に関わ って い る可能性 が示唆 された。 加 えて組織型 に よってPromoterONの メチル化
頻 度 やERβisoform発 現パ ター ンが大 き く異 な った。 これ らの結果 は卵巣 上皮 性癌 の組織型
の発生 や特性 を説 明 しうる と考 え られ,今 後的確 な内分 泌療法 の開発 にあた って重要 な知見 とな
る もの と考 え られ る。
本 研究 の意義 ・独創 的な点 は,卵 巣癌 にお いて初 めて組織型 を考慮 して詳 細 なERβ 発現の検
出 とPromoter領 域 の メチル化 を検討 した点で あ り,卵 巣上皮性癌 の組織 型 の特性 や発生機序,
内分泌 療法 の開発 を考 え る上 での重要 な知見を示 した基礎的研究 であ ると考 え られ る。
よ って,本 論文 は博 士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認 める。
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